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摘要: 对生姜中有效成分脱氢姜酮对人肺癌细胞 A549 细胞(简称 A549 细胞)毒活性进行研究,同时考察其氢化产物姜
酮的细胞毒活性,研究其构效关系. 实验利用 MT T 法测定脱氢姜酮和姜酮对 A549 细胞的生长抑制作用, DNA 电泳研
究脱氢姜酮和姜酮对 DNA 切割作用,免疫印迹实验检测相关蛋白的表达. 实验结果表明:脱氢姜酮对 A549 细胞增殖具
有一定的抑制作用,在 40~ 300 mol/ L 之间呈剂量依赖性; 脱氢姜酮抑制 A549细胞增殖的能力和对 DNA 的切割能力
大于姜酮; N 乙酰基 L 半胱氨酸( NAC)明显抑制脱氢姜酮的活性, 对姜酮没有影响. 免疫印迹结果显示脱氢姜酮可诱导
CHOP蛋白的表达, 表明脱氢姜酮通过内质网应急途径发挥作用.
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1. 1 材 料
人肺癌 A 549 细胞株购自中国科学院细胞生物
学研究所. 脱氢姜酮由本实验室合成所得[ 3] : 香草醛
1. 37 g , 丙酮 10 mL, 2. 5 mol/ L NaOH 水溶液 10
mL,加入到 50 mL 圆底烧瓶中,室温搅拌 24 h. 搅拌
完成后将多余丙酮旋蒸去除, 加入 1 mo l/ L 的 HCl
溶液 20 mL, 得到淡黄色沉淀, 乙酸乙酯萃取,有机相
用无水 Na2SO 4 干燥, 旋蒸, 柱色谱纯化得目标产物
(浅黄色晶体) ,纯度> 98% ,产率 90% .
姜酮购自曼氏集团有限公司; pBR322 DNA 购自
Fermentas公司; RPM I1640培养基为美国Gibco 公司
产品; 小牛血清、胰酶均为美国 Hyclone公司;二甲亚
砜( DMSO ) 为 Sigma 公司分装;  actin 购自 Santa
Cr uz公司; CHOP 蛋白购自 A ff inity BioReagents 公
司;辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠 IgG、羊抗兔 IgG、





责任公司 XDS 2) ,二氧化碳培养箱( Thermo Scient if
ic公司) , 超净工作台( T he Baker Company SG 603) ,
荧光酶标仪(美国 Molecular Dev ices公司 Spect ramax
M2) ,蛋白电泳仪( Bio rad公司 041BR5620) , 双稳定
时型电泳仪(北京六一仪器厂 DYY 2C) .
1. 2 方 法
1. 2. 1 细胞培养
人肺癌 A549细胞株接种在含有 10%(体积分数)
的小牛血清、100 U / mL 青霉素、100 g/ mL 链霉素和
2 mmol谷氨酰胺的RPM I1640培养液中,置于37 ,
5%(体积分数)二氧化碳培养箱中培养、传代,备用.
1. 2. 2 细胞生长抑制实验
取处于对数生长期的人肺癌细胞 A549细胞 (简
称 A549细胞)接种于 96孔培养板中(细胞数为 1  
104 个/孔) ,每孔 200 L 培养 12 h, 加入不同浓度的
脱氢姜酮和姜酮, 每个浓度设平行孔 3 个, 于 37 ,
5%(体积分数)二氧化碳培养箱中继续培养 24, 48 和
72 h, 每孔加入 5 g / L MT T 20 L, 继续培养 4 h 后,
加入 150 L DMSO 溶解,于酶标仪 490 nm 处检测,
计算药物的体外生长抑制率,由药物浓度与存活率线
性回归, 计算不同药物对细胞生长的半数抑制浓度
I C50值[ 4 7] .
1. 2. 3 免疫印迹分析
取对数生长期 A549 细胞, 消化, 制备成 4  106
个/ mL 细胞悬液.接种于直径 90 mm 培养皿中,每板
1 mL, 再加入 5 mL 培养液, 置细胞培养箱中过夜培
养. 次日吸弃原细胞培养液,加入含两个药物终浓度
均为 80 mo l/ L 的培养液, 分别作用 0, 3, 6, 9, 12, 24
h后, PBS洗涤,加入适量的 RIPA 裂解液冰浴中裂解
细胞,收集蛋白. BCA 法蛋白定量,取总蛋白相等的样
品进行 SDS PAGE 电泳, 湿转移至 PVDF 膜上, TBS
室温封闭 1 h,加入 CHOP 蛋白和  act in( 1 ! 1 000,
体积比) 4 孵育过夜. T BST 充分洗膜后加入 HRP
标记的羊抗兔或羊抗鼠 IgG 二抗( 1!3 000,体积比) ,
室温孵育 1 h, TBST 洗膜后, ECL 试剂显色, X 射线
放射自显影.实验重复 3次.
1. 2. 4 DNA切割实验
琼脂糖凝胶电泳, 包括 0. 25 g 的质粒 pBR322
DNA、CuSO4、姜酮和脱氢姜酮、10 mmol/ L T ris HCl
( pH= 7. 4)缓冲液, 10% (体积分数) DM SO. 室温放置
1. 5 h 后,上样, 电泳, 1 h 后将胶取出,放入 0. 5 g/
mL 的溴化乙啶水溶液中,室温染色 30~ 45 m in.
1. 2. 5 统计学处理





细胞 72 h的抑制曲线.由图中可见, 脱氢姜酮对 A549
细胞生长有一定的抑制作用, 在 40~ 300 mol/ L 的
浓度范围内呈剂量依赖性. 脱氢姜酮作用 A549细胞
72 h时, 其抑制细胞生长的 I C50为 176 mo l/ L .结果
表明,脱氢姜酮对 A549细胞有一定的细胞毒活性,姜
酮对 A549细胞没有活性.
图 1 姜酮和脱氢姜酮对 A549 细胞作用 72 h 的生长抑制
曲线
F ig. 1 Inhibitor y effects of zingerone o r dehydrozinger one
on the gr ow th of A549 cells for 72 h
2. 2 DNA 切割活性的影响
我们进一步比较两个化合物对 DNA 的切割能
力.图 2中 F 泳道显示: 0. 05 mmo l/ L 的脱氢姜酮对
质粒 pBR322 DNA 具有明显的切割活性,而同浓度的
姜酮活性较低, 结果表明脱氢姜酮对 DNA 的切割能
力与对 A549细胞的细胞毒活性有一定的关联.
2. 3 NAC 对其细胞毒活性的影响
文献报道 ,  不饱和酮结构是生物活性的重要片
段之一[ 8] .脱氢姜酮具有该结构片段, 姜酮则没有.为
进一步证实 ,  不饱和酮结构的作用,我们选择 NAC
进一步实验研究其活性规律.实验选择不同浓度的脱
氢姜酮或姜酮分别与不同浓度的 NA C 共同作用, 结
果发现: 5 mmol/ L NAC与 80 mol/ L 脱氢姜酮共同
孵育 9 h后作用于A549细胞,脱氢姜酮的活性明显被
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图 2 姜酮和脱氢姜酮对 pBR322 DNA 的切割活性
从左至右各泳道表示: A. 0. 25 g 质粒 pBR322 DNA
对照; B. 0. 2 mmol/ L Cu2+ 对照; C. 0. 2 mmol/ L 姜
酮/脱氢姜酮对照; D. 0. 012 5 mmo l/ L Cu2+ 与0. 012 5
mmo l/ L 姜酮/脱氢姜酮; E. 0. 025 mmo l/ L Cu2+ 与
0. 025 mmol/ L 姜酮/脱氢姜酮; F. 0. 05 mmol/ L
Cu2+ 与 0. 05 mmol/ L 姜酮/脱氢姜酮
Fig. 2 The effect of zinger one and dehydrozingerone on
DNA confo rmat ion
图 3 NAC 对姜酮和脱氢姜酮细胞毒活性的影响
5 mmol/ L NAC 与 80 mol/ L 的姜酮或脱氢姜酮作
用 9 h 后,作用于 A549 细胞, 检测其对细胞活力的影
响
F ig . 3 The effect o f NAC on cell to x icity of zingerone and
dehydrozingerone in A549 cell
抑制, 而同样条件下对姜酮影响较小(图 3) .在本实验
条件下 NAC 对脱氢姜酮的细胞毒活性具有明显






察了 CHOP 蛋白的表达. 结果表明, 80 mo l/ L 脱氢
姜酮作用于 A549细胞 12 h, CHOP 蛋白表达增加,之
后略有下调(图 4) ;而姜酮对 CHOP 蛋白的表达没有
影响(图 5) .证实该分子机制与内质网有关.
图 4 脱氢姜酮对 CHOP 蛋白表达的影响
80 mol/ L 脱氢姜酮作用于 A549 细胞 0, 3, 6, 9, 12,
24 h, CH OP 蛋白的表达分析
F ig. 4 The expression o f CH OP pro tein in dehydro
zinger one t reated A549 cells
图 5 姜酮对 CHOP 蛋白表达的影响
80 mol/ L 姜酮作用于 A549 细胞 0, 3, 6, 9, 12, 24 h,
CH OP 蛋白的表达分析
F ig. 5 T he expression of CH OP protein in zinger one
















网压力的产生, 激活了蛋白激酶 JNK 和 CHOP 蛋白,
在两者的共同作用下, 抑凋亡蛋白 Bcl 2 的活性被抑
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Studies on the Cytotoxicity of Dehydrozingerone in A549
Human Lung Cancer Cells
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Abstract: The mechanism of cy toto xicity by dehydro zingerone or zinger one in A549 human lung cancer cells was investig ated. Cy to
to x icity assay , DNA fragmentat ion assay and western blot analysis wer e perfo rmed. The results indicated that dehydrozingerone in the
range o f 40 mo l/ L to 300 mol/ L inhibited A549 cell gr ow th in a dose dependent manner. I n the presence of Cu( II) , both dehydroz
ingerone and zingerone caused breakage of supercoiled plasmid pBR322 DNA . Dehydrozinger one had a high DNA cleavage act ivity.
NAC reversed dehydrozinger one induced A549 cell death. Up regulation of CHOP contributed to dehydrozingerone induced A549 cell
death. T he ER str ess pathway invo lving CHOP w as act ivated in dehydro zingerone induced A549 cell death.
Key words: dehydro zingerone; zingerone; A549 cell; ant itumor activit y
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